
GREFFE DE CELLULES SOUCHES HEMATOPOIETIQUES DU SANG PERIPHERIQUE: 
QUANTIFICATION DES PROGENITEURS HEMATOPOIETIQUES - MOBILISATION AVANT 
CYTAPHERESE - BENEFICE SUR LA REPRISE HEMATOPOIETIQUE ET IMMUNITAIRE 


POSITION DU PROBLEME ET BUT DU TRAVAIL : 


Le pronostic de nombreuses tumeurs solides agressives est actuellement amélioré par la chimiothérapie 
intensive associée ou non à la radiothérapie (1,2,3). 


Cette escalade des traitements essentiellement myélotoxiques nécéssite l’association d’une greffe de cellules 
souches hématopoiétiques (CSH), préalablement prélevées chez le patient. L’autogreffe de CSH permet de 
réduire, sans la supprimer, la période dangereuse de la myélosupression. On peut espérer que l’optimalisation 
de cette procédure en réduise la mortalité et la morbidité attenantes encore trop élevées et améliore les premiers 
résultats, déjà prometteurs. 


Un projet interuniversitaire, introduit à ce sujet dans le cadre du Télé vie 1992 (n° 7.4583.92), est en cours 
de réalisation. Ce dossier est en fait une demande d’avenant au projet sus-cité. 

Les CSH mobilisées et prélevées à partir du sang périphérique présentent certains avantages sur les cellules 
médullaires : 


1. prélèvement moins invasif. 

2. possibilité de récolte suffisante de cellules souches même après hémipelvectomie ou irradiation 
du bassin. 

3. reprise hématopoiétique accélérée après greffe (4,5). 

Les modalités d’obtention et de prélèvement de ces CSH périphériques doivent cependant encore être 
précisées, à savoir: 


1. le schéma de mobilisation permettant la meilleure récolte de cellules souches d’un point de vue 
quantitatif et qualitatif : facteurs de croissance combinés entre eux ou non, associés ou non à la 
chimiothérapie. 

2. Le moment idéal de prélèvement de ces cellules par leucaphérèse, établi en fonction des résultats 
obtenus lors de cycles identiques de mobilisation. 

3. la méthode idéale de quantification des CSH (CFU-GM) soit par marquage phénotypique à l’aide 
d’anticorps monoclonaux (rapide et facile à standardiser), soit par culture (qui apporte des informations 
fonctionnelles). 


En définitive, la meilleure appréciation de la qualité de la procédure de mobilisation et de récolte des 
cellules souches périphériques se fera par l’étude de la cinétique de reprise hématopoiétique après greffe, en 
la comparant aux résultats de reprise hématopoiétique après greffe de cellules médullaires. La reconstitution 
immunitaire, d’intérêt capital également, sera étudiée dans le cadre d’autres projets du laboratoire introduits 
au F.N.R.S.. 


RESULTATS PRELIMINAIRES : 

Depuis 1992,25 patients atteints de cancer de mauvais pronostic (lymphome non Hodgkinien, cancer du 
sein métastasé, tumeur germinale métastasée, cancer bronchique anaplasique à petites cellules ) ont été inclus 
dans un protocole clinique pilote. Ces candidats à une intensification thérapeutique avec autogreffe de CSH 


et au passé chimiothérapeutique variable, ont reçu, après une cure de chimiothérapie 
conventionnelle, des facteurs de croissance hématopoiétiques (par voie sous-cutanée) en vue de 
mobiliser les cellules souches périphériques. Celles-ci ont été récoltées par leucaphérèse (7 litres 
de sang traités par séance) en fin de traitement aux facteurs de croissance. Certains patients ont 
bénéficié de 2 cycles de stimulation afin d’augmenter la récolte de CSH périphériques. 
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Divers schémas d’administration de facteurs de croissance ont été utilisés : 

Interleukine-3 ( 7,5 pg/kg/j ) associé au GM-CSF ( 3 ou 5 Mg/kg/j ) ou au G-CSF ( 5 ou 
12 Mg/kg/j ). 

GM-CSF seul ( 5 /ig/kg/j ) 

G-CSF seul ( 5/ig/kg/j ) 

Ces facteurs ont été administrés dans le décours ou à distance de la chimiothérapie. La 

cinétique de mobilisation des cellules souches hématopoiétiques a été suivie par mise en culture et 

marquage phénotypique. Les résultats préléminaires sont encourageants : 

1. Les facteurs de croissance administrés de façon combinée ou isolée permettent une récolte 
abondante de cellules souches dans le sang périphérique. Cette récolte est plus importante 
lorsque les facteurs de croissance sont administrés dans le décours de la chimiothérapie : 
les taux moyens (+/- SEM) de CFU-GM/kg récoltés par 2 leukaphérèses chez 6 patients 
traités par une combinaison d’IL-3 et de GM-CSF à distance de la chimiothérapie étaient 
de 43.426 +/- 20.012 alors que les taux correspondants chez 2 patients traités de la même 
façon dans le décours immédiat de la chimiothérapie étaient de 523.369 et 4034 CFU- 
GM/kg (Figure 1 ). 

2. La quantification des CFU-GM par cytofluorométrie en flux après marquage phénotypique 
(CD34, Ac monoclonal HPCAII de Becton-Dickinson ) est corrélée de façon significative 
à la quantification des colonies dérivées de ces cellules ( CFU-GM ) en culture ( r = 0,69, 
p = 0,005). 

3. Les premiers résultats de la reprise hématopoiétique après greffe sont encourageants : à la 
fois la reprise de la neutropoièse et de la thrombopoièse semblent accélérée après greffe 
de cellules souches périphériques associées ou non ( 1 patient ) aux cellules médullaires, 
comparativement aux résultats de moelle uniquement. 

JUSTIFICATION DE LA DEMANDE D’AVENANT 

A) Cependant, la mise au point de techniques de quantification des CSH et l’homogénéisation 
nécéssaire des matériels utilisés dans les trois centres universitaires impliqués dans ce 
protocole entraîne un surcoût par rapport aux estimations initiales des frais. 

La standardisation des méthodes de culture de CFU-GM selon les méthodes internationales 
nécéssite l’utilisation de facteurs de croissance ( IL-3, GM-CSF, Stem Cell Factor ) dont 
le coût en routine est élevé. 

Par ailleurs, après greffe des CSH périphériques, la reprise plaquettaire semble davantage 
accélérée que celle des neutrophiles (6). L’explication de cette reprise accélérée nécéssite 
une quantification précise des précurseurs mégacaryocytaires par mise en culture et 
marquage par anticorps monoclonal. Ces méthodes de quantification différentes de celles 
des CFU l GM n’ont pas encore été mises au point : l’optimalisation des milieux de culture 
par utilisation de facteurs de croissance hématopoiétiques (IL-3, IL-6, IL-11, SCF) et le 
marquage par anticorps monoclonal des glycoprotéines de membrane (GPIIblIIa) afin de 
distinguer ces colonies par cytofluorométrie en flux sont nécéssaires. Ces deux nouvelles 
méthodes de mesure sont coûteuses en raison de l’utilisation de facteurs de croissance, 
d’anticorps monoclonal et du matériel de cytofluorométrie en flux qui permet la 
quantification des colonies. 

B) Par ailleurs, le projet comporte un stimulation importante, délibérée de l’hématopoièse 
à titre thérapeutique. Cette stimulation comporté d’abord le rebond qui suit une aplasie 
chimio-induite et est ensuite renforcée par l’administration de 2 facteurs de croissance. 

A court terme ce procédé a déjà démontré son efficacité thérapeutique dans 
Tautogreffe. Néanmoins, la question est posée quant àTinocuité du procédé : existe-t-il 
un risque d’épuisement médullaire à long terme ? Cette question importante mérite 
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d’être examinée. Le projet actuel génère une situation particulièrement favorable à son 
examen et il nous paraît* dès lors, opportun d’ajouter ce volet investigationel au projet. 
Nous proposons d’étudier, à divers moments de l’étude, (avant chimiothérapie, en 
aplasie avant facteurs de croissance, après IL-3, après G-CSF, et après retour à l’état 
de base), les cellules souches pluripotentes dont le maintien doit assurer la perpétuation 
de l’hématopoièse pendant toute la vie. Nous utiliserons la technique des Pre-CFU ou 
Delta CFU (7) qui est probablement la seule à même d’approcher, chez l’humain la 
cellule souche pluripotente capable d’autorenouvellement. La méthode nous permettra 
d’évaluer le nombre de ces cellules et leur capacité de prolifération. 

Ce projet comporte les frais inhérents aux méthodes de culture et à l’usage des facteurs 
de croissance. 
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